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Резюме. Метою даного дослідження було вивчення особливостей індукованого дексаметазоном апоптозу 
лімфоцитів (Лф) периферичної крові у хворих на бронхіальну астму (БА) з її контрольованим та неконтрольованим 
перебігом. Матеріали та методи досліджень. Було обстежено 54 пацієнта, у т.ч. 22 особи з контрольованою БА та 
32 хворих з неконтрольованою БА. Контрольну групу було сформовано з 11 волонтерів − осіб без клінічних ознак 
інфекційної та соматичної патології (умовно здорових). Визначення апоптозу Лф, індукованого дексаметазоном, 
проводили шляхом 48 годинної інкубації гепаринізованої крові у поживному середовищі RPMI з L-глютаміном, 
HEPES (GIBCO) і гентаміцином у присутності 0,4 мкг/мл і 4,0 мкг/мл дексаметазону та Т-клітинного мітогену – 
фітогемаглютиніну, яким здійснювали активацію Лф. Детекцію апоптичних Лф проводили їх фарбуванням  алек-
сином-5, коньюгованим із флюоресцеїн ізотіоцианатом, та 7-аміно-актіноміцином-D з подальшою цитометрією 
проб. Визначали відсоток Лф з ранніми, з ранніми й пізніми та з пізніми ознаками апоптозу,  сумарні показники 
раннього та пізнього апоптозу, й інтегральний показник апоптозу Лф. Також розраховували частоту та виразність 
змін цих показників (підвищення/зниження). Для вивчення залежності апоптозу Лф від дози дексаметазону, оці-
нювали співвідношення показників апоптозу Лф при його індукції 4,0 мкг/мл та 0,4 мкг/мл дексаметазону, і при 
співвідношенні > 1,0 визначали посилення індукції апоптозу Лф, а при співвідношенні ≤ 1,0 визначали відсутність/
послаблення індукції апоптозу Лф при збільшенні терапевтичної дози дексаметазону. Результати. Було виявлено 
підвищення у 2,8 рази середнього значення інтегрального показника індукованого дексаметазоном апоптозу Лф у 
групі хворих на контрольовану БА переважно за рахунок його ранніх етапів та відсутність цих змін у групі хворих 
з неконтрольованим перебігом хвороби. Продемонстровано, що адаптаційне посилення апоптозу Лф, індукованого 
терапевтичною дозою дексаметазону (0,4 мкг/мл), відбувалося у 54,5 % хворих з контрольованою БА в середньому 
на 151,9 %, тоді як при неконтрольованій БА воно мало місце тільки у 31,3 % хворих, а його виразність була у 2,6 
рази меншою (58,8 %). Установлено, що відсутність посилення апоптозу Лф, індукованого даною дозою 
дексаметазону, було виявлено у 45,5 % хворих на контрольовану БА та у 69,7 % хворих з її неконтрольованим пере-
бігом, що може свідчити про наявність у них стероїдорезистентності. З’ясовано, що 10-разове збільшенні терапе-
втичної дози дексаметазону у 72,7 % хворих на контрольовану БА не супроводжується посиленням апоптозу Лф, 
що може говорити про те, що вони отримують максимально ефективні дози ГКС, і тому їх подальше збільшення 
не є доцільним. У той же час майже 2/3 хворих з неконтрольованою БА демонструють підвищення апоптозу Лф 
при збільшенні дози ГКС для його індукції, що є характерним для стероїдочутливих та стероїдозалежних пацієнтів. 
Висновки. У кожного третього хворого з неконтрольованою БА збільшення дози ГКС не призводить до посилення 
апоптозу Лф, що може свідчити про стероїдорезистентність і вважатися показанням до призначення таргетних 
препаратів.
Ключові слова: бронхіальна астма, контрольованість, індукований дексаметазоном апоптоз лімфоцитів.
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ОСОБЛИВОСТІ ІНДУКОВАНОГО 
ДЕКСАМЕТАЗОНОМ АПОПТОЗУ ЛІМФОЦИТІВ 

У ХВОРИХ НА БРОНХІАЛЬНУ АСТМУ 
З РІЗНОЮ ЇЇ КОНТРОЛЬОВАНІСТЮ
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 В світі нараховується близько 300 млн. хворих на 
бронхіальну астму (БА), і за прогнозами до 2025 р. їх 
кількість становитиме 400 млн. [1]. В Україні поши-
реність БА складає ≥ 10,1 %, а рівень захворюваності 
становить 10 514 на кожні 100 тис дорослого насе-
лення [2]. Вартість їхнього лікування сягає 60,0 % від 
усіх витрат, пов’язаних з астмою, а за показниками 
економічних збитків наближається або перевищує 
рівень видатків на пацієнтів з цукровим діабетом, 
цирозом печінки, шизофренією та хронічним 
обструктивним захворюванням легень (ХОЗЛ) [1, 3]. 
Бронхіальна астма — хронічне генетично детерміно-
ване захворювання, гетерогенне за своєю природою 
і варіабельне за перебігом, метою лікування якого 
виступає досягнення стійкого контролю над хворо-
бою. В останнє десятиріччя відбулися революційні 
зміни у фармакотерапії БА, були проведені масш-
табні молекулярно-генетичні та фармако-генетичні 
дослідження, створені таргетні препарати, але попри 
це рівень адекватного контролю над цим захворю-
ванням залишився невисоким. У (10,0−25,0) % хво-
рих діагностується важкий перебіг захворювання з 
ознаками терапевтичної резистентності, з них у 
20,0 % — до глюкортикостероїдів (ГКС) [4]. У разі 
БА, стійкої до ГКС, їх клінічне застосування малое-
фективне. Тому виявлення стероїдорезистентності 
при БА є вкрай важливим для прогнозування її 
неконтрольованого перебігу: це дозволяє своєчасно 
провести корекцію терапії й сприяє підвищенню 
ефективності лікування хворих на цю недугу. 

Відомо, що протизапальна дія ГКС реалізується 
багатьма механізмами, серед яких головними висту-
пають: інгібіція проліферативної відповіді лімфоци-
тів (Лф) на мітогени, що призводить до пригнічення 
продукції антиген (алерген)-реактивних клітин, а 
також індукція їх апоптозу, що призводить до елімі-
нації ефекторів запального процесу [5]. Порушення їх 
елімінації внаслідок пригнічення апоптозу призво-
дить до тривалої персистенції та скупчення цих клі-
тин, виступає одним з важливих механізмів підтрим-
ки запалення при БА та важливим фактором, що 
викликає гіперреактивність дихальних шляхів [6].

Апоптоз, як правило, визначається як генетична 
програма, яка спрямована на елімінацію старих або 
пошкоджених клітин. Апоптоз – одна з форм про-
грамованої (генетично детермінованої) клітинної 
смерті з характерними морфологічними та біохіміч-
ними ознаками, серед яких накопичення фосфати-
ділсерину в зовнішньому моношарі цитоплазматич-
ної мембрани, конденсація хроматину, фрагмента-
ція ДНК, розпад клітин на апоптозні тільця є най-
більш значущими [7]. Хоча терміни «апоптоз» та 
«програмована клітинна смерть» зазвичай вико-
ристовуються як синоніми, насправді «програмова-
на клітинна смерть» — це сукупність послідовних та 
складних біохімічних процесів, які відбуваються в 
клітині, а «апоптоз» — їх морфологічне втілення [8]. 
Результати досліджень з вивчення апоптозу Лф, про-
ведені у минулі роки у хворих з різним перебігом 

БА, досить суперечливі [9–13], тому метою даної 
роботи було вивчення особливостей індукованого 
ГКС апоптозу Лф периферичної крові у хворих на 
бронхіальну астму з її контрольованим та неконтро-
льованим перебігом 

Матеріали та методи досліджень
Дослідження проводилися за кошти державного 

бюджету України в ДУ «Національний інститут фти-
зіатрії і пульмонології ім. Ф. Г. Яновського Націо-
нальної академії медичних наук України» на базі 
відділення пульмонології та лабораторії клінічної 
імунології.

Об’єктом дослідження були хворі на БА з різною 
її контрольованістю. В дослідження включали паці-
єнтів лише за умови їх добровільної згоди з метою та 
об’ємом запланованих обстежень. Критеріями їх 
включення у дослідження були: чоловіки та жінки у 
віці від 18 до 75 років, наявність БА (з контрольова-
ним та неконтрольованим її перебігом), можливість 
та бажання брати участь у дослідженнях з наявністю 
письмової інформованої згоди. Критерії виключен-
ня об’єктів з дослідження: наявність у хворого таких 
тяжких захворювань та станів як туберкульоз, ВІЛ/
СНІД, декомпенсована печінкова або ниркова недо-
статності та інші, які суттєво впливають на його 
стан, клінічні та імунологічні показники і вимагають 
додаткового лікування, а також вагітність та відсут-
ність інформованої згоди на участь у дослідженні.

Було обстежено 54 пацієнта, середній вік пацієн-
тів складав (50,7 ± 3,6) років.  У групу хворих на 
контрольовану БА було включено 22 особи, у тому 
числі 2 (9,1 %) чоловіків та 20 жінок (90,9 %). Біль-
шість хворих на контрольовану БА були працездат-
ного віку: шестеро (36,3 %) — у віці 30–50 років і 14 
(63,6 %) — 51−70 років. У цій групі тяжку БА було 
визначено у 14 (63,6 %) пацієнтів, а у 8 хворих 
(36,4 %) була встановлена середня тяжкість хвороби. 
У групу хворих на неконтрольовану БА було включе-
но 32 пацієнти, у т.ч. 4 чоловіків (12,5 %) та 28 жінок 
(87,5 %). Більшість з них (22 особи — 68,8 %) належа-
ли до вікової групи 51–70 років. Середній вік пацієн-
тів складав (55,6 ± 2,6) років (p > 0,05). У цій групі БА 
середньої тяжкості була діагностована у 4-х пацієнтів 
(12,5 %), а решта — 28 (87,5 %) хворих мали тяжку 
БА. Контрольну групу було сформовано з 11 волон-
терів — осіб без клінічних ознак інфекційної та сома-
тичної патології (умовно здорових). Більшість з них 
(8 осіб — 72,7 %) належали до вікової групи 31–50 
років, їх середній вік складав (45,7 ± 2,5) %.

Для оцінки контрольованості БА користувалися 
критеріями, які засновані на міжнародних рекомен-
даціях [1, 14] та наведені в уніфікованому клінічно-
му протоколі первинної, вторинної (спеціалізова-
ної) медичної допомоги «Бронхіальна астма» [15]. 

Визначення апоптозу Лф, індукованого дексаме-
тазоном, проводили шляхом інкубації гепаринізова-
ної крові у поживному середовищі RPMI з 
L-глютаміном, HEPES (GIBCO) і гентаміцином у 
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присутності двох доз дексаметазону та Т-клітинного 
мітогену — фітогемаглютиніну (ФГА), яким здій-
снювали активацію Лф (з огляду на те, що неактивні 
Лф стійки до апоптозу). Для цього по 500 мкл гепа-
ринізованої крові вміщували у 2 пластикові пробір-
ки ємністю 1,0−1,5 мл. У кожну пробірку, вносили 
по 500 мкл гепаринізованої крові, додавали по 300 мкл 
повного поживного середовища RPMI (з L-глю та-
міном, HEPES і 1,0 % гентаміцину) та 100 мкл ФГА, 
розведеного до кінцевої концентрації 12,5 мкг/мл 
(для приготування робочого розчину до 0,25 мл рід-
кого ФГА додавали 1,25 мл повного поживного сере-
довища). У першу пробірку додавали розчин декса-
метазону в терапевтичному дозуванні (робочому 
розведенні 0,4 мкг/мл, для чого дексаметазон розво-
дили повним поживним середовищем у 100 разів), у 
другу пробірку додавали дексаметазон у робочому 
розведенні 4,0 мкг/мл (для чого дексаметазон розво-
дили повним поживним середовищем у 10 разів). 
Пробірки щільно закривали та проводили їх інкуба-
цію 48 годин при температурі 38 °С. По завершенні 
інкубації проби центрифугували 10 хвилин при 100 g 
і температурі 4 °С, відмивали льодяним поживним 
середовищем та тримали пробірки в ємності з льо-
дом. Після цього для виявлення відсотку апоптич-
них Лф проводили їх фарбування люмінесцентними 
фарбниками [16, 17]: анексином 5 (An-5), конью-
гованим із флюоресцеїну ізотіоцианатом (FІТС), для 
визначення відносного вмісту лімфоцитів з ранніми 
ознаками апоптозу та 7-аміно-актіноміцином-D 
(7-Amino Actinomycin D — 7AAD) для визначення 
відносного вмісту Лф з пізніми ознаками апоптозу. 
Для цього супернатант видаляли, з верхнього шару 
осаду відбирали 100 мкл та ресуспендували його в 
200 мкл зв’язуючого буфера, розведеного у 10 разів. 
Після цього 50 мкл розведеної буфером крові пере-
носили у пробірки для проточного цитофлюориме-
тра, додавали по 5 мкл An-5- FІТС та по 10 мкл 
7AAD, проводили їх інкубацію 15 хвилин у холо-
дильнику в ємності з льодом, після чого додавали по 
200 мкл зв’язуючого буфера, витримували 10 хвилин 
у холодильнику в ємності з льодом, лізували 2 мл 
стандартного лізуючого розчину 15 хвилин в темря-
ві та проводили проточну цитометрію проб. У кож-
ній пробі визначали відсоток Лф з ранніми ознака-
ми апоптозу (A+/7AAD−Лф), з ранніми та пізніми 
ознаками апоптозу (A5+/7AAD+Лф) і пізніми озна-
ками апоптозу (A5−/7AAD+). Визначали сумарні 
показники раннього та пізнього апоптозу (A5+Лф 
усі та 7AAD+Лф усі), їх суму — інтегральний показ-
ник апоптозу Лф (A5+Лф усі)+ (7AAD+Лф усі), а 
також розраховували частоту та виразність змін цих 
показників (підвищення/зниження). 

Для вивчення залежності апоптозу Лф від дози 
дексаметазону, яким він індукувався, визначали 
співвідношення показників раннього, пізнього та 
інтегрального показників апоптозу Лф у присутно-
сті дексаметазону у дозі 4,0 мкг/мл та 0,4 мкг/мл: 
відповідно, ДМ1/ДМ2, і при отриманні співвідно-
шення > 1,0 визначали посилення індукції апоптозу 

Лф при збільшенні дози дексаметазону, а при отри-
манні співвідношення ≤ 1,0 визначали відсутність/
послаблення індукції апоптозу Лф при збільшенні 
дози дексаметазону.

Отриманий у ході дослідження цифровий мате-
ріал у кожній окремій виборці був перевірений на 
нормальне розподілення величин. Для перевірки 
нормальності розподілу даних використовували 
методику Лапач С. Н. та ін. (2001) (функцію 
NORMSAMP-1, яка вбудовується в середовище 
Excel) [18]. За отриманими результатами визначали 
вибір методу подальшої статистичної обробки даних 
для підтвердження вірогідності результатів. Для 
оцінки достовірності відмінностей середніх значень 
показників у вибірках із нормальним розподілом 
використовували двосторонній t−критерій Ст’ю ден-
та (для залежних та незалежних вибірок). За рівень 
вірогідності приймалося значення показника віро-
гідності (р) між групами, яке дорівнювало, або було 
меншим за 0,05. При відсутності нормальності роз-
поділу для обчислювання вірогідності різниці серед-
ніх показників застосовувався двовибірковий кри-
терій Уілкоксона, оцінка якого проводилась шляхом 
їх порівняння з максимальним та мінімальним кри-
теріальними значеннями. При аналізі індивідуаль-
них змін досліджуваних показників було застосова-
но метод альтернативного варіювання [18].

 Результати досліджень зберігалися на паперово-
му та електронному носіях. Математична обробка 
отриманих даних проводилися за допомогою ліцен-
зійних програмних продуктів, які входили до пакету 
Microsoft Office Professional 2007, ліцензія Russian 
Academic OPEN No Level № 43437596. Робота вико-
нана державним коштом.

Результати та їх обговорення
Результати вивчення індукованого дексаметазо-

ном апоптозу Лф представлені у табл. 1. Як свідчать 
представлені дані, у групі хворих на контрольовану 
БА відбувалося посилення майже вп’ятеро середніх 
показників раннього апоптозу Лф при його індукції 
дексаметазоном у дозі 0,4 мкг/мл — до (30,3 ± 6,8) % 
у порівнянні з референтним значенням(6,2 ± 2,2) %; 
p < 0,05. Це обумовило збільшення у 4 рази сумарно-
го показника раннього апоптозу — до (46,8 ± 9,0) % 
при референтних значеннях (11,9 ± 4,7) %; p < 0,05 та 
збільшення у 2,8 рази середнього значення інте-
грального показника індукованого дексаметазоном 
апоптозу Лф — до (55,2 ± 8,3) %, при референтних 
значеннях (20,8 ± 5,3) %; p < 0,05. У групі пацієнтів з 
неконтрольованою БА середній показник вмісту Лф 
з ранніми ознаками апоптозу та сумарний показник 
раннього апоптозу Лф при їх індукціїї 0,4 мкг/мл 
дексаметазону майже вдвічі перевищували рефе-
рентні значення і складали відповідно (12,6 ± 2,3) % 
та (21,2 ± 3,1) %; p < 0,05, проте вони виявилися 
майже вдвічі меншими у порівнянні з аналогічними 
показниками групи хворих на контрольовану БА. В 
обох групах пацієнтів істотних відмінностей від 
референтних середніх значень показників пізнього 
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апоптозу Лф, індукованого дексаметазоном у дозі 
0,4 мкг/мл, знайдено не було.

Майже такі самі результати були отримані при 
вивченні показників апоптозу Лф, індукованого 
4,0 мкг/мл дексаметазону: збільшення середнього 
показника раннього апоптозу Лф та середнього 
показника інтегрального апоптозу Лф у групі хво-
рих з контрольованою БА та відсутність таких змін у 
групі пацієнтів з неконтрольованим перебігом хво-
роби. Дозозалежного ефекту при порівнянні серед-
ніх значень досліджених показників у відповідних 
групах визначено не було. 

Зростання показників раннього апоптозу Лф при 
його індукції 0,4 мкг/мл дексаметазону, при контро-
льованій БА було виявлено у 14 (63,6 %) пацієнтів з 

контрольованою БА (рис. 1) й у 12 (37,5 %) хворих з 
неконтрольованим перебігом хвороби p < 0,05). 
Під ви щення сумарного показника пізнього апоптозу 
Лф при його індукції даною дозою дексаметазону 
було зафіксоване однаково часто в обох групах: у 6 
(27,3 %) хворих на контрольовану БА й у 8 (25,0 %) 
пацієнтів з неконтрольованим її перебігом. Понад 
половини хворих з контрольованим перебігом БА 
(12 осіб — 54,5 %) мали підвищення інтегрального 
показника апоптозу Лф, індукованого дексаметазо-
ном у дозуванні 0,4 мкг/мл, а серед пацієнтів з 
неконтрольованою БА — лише кожен третій — 
10 хворих з 32 (31,3 %; p < 0,05). 

При використанні 4,0 мкг/мл дексаметазону 
зростання сумарного показника раннього апоптозу 

Та блиця 1. Показники індукованого дексаметазоном апоптозу лімфоцитів у хворих на бронхіальну астму з різною її 
контрольованістю

Показники апоптозу лімфоцитів, 
індукованого дексаметазоном

(%)

Групи обстежених

Здорові особи
(n = 11)

Хворі на бронхіальну астму
контрольовану 

(n = 22)
неконтрольовану 

(n = 32)
M ± m (%) M ± m (%) M ± m (%)

Апоптоз лімфоцитів, індукований дексаметазоном у дозі 0,4 мкг/мл
Анексин 5+/7AAD− Лф 6,2 ± 2,2 30,3 ± 6,8* 12,6 ± 2,3#

Анексин 5+/7AAD+ Лф 5,7 ± 2,6 16,5 ± 5,3* 8,5 ± 1,4
Анексин 5−/7AAD+ Лф 8,9 ± 2,5 8,3 ± 4,6 6,0 ± 0,9
Анексин 5+ALL Лф 11,9 ± 4,7 46,8 ± 9,0* 21,2 ± 3,1#

7AAD+ALL Лф 14,5 ± 3,7 24,9 ± 6,1 14,5 ± 1,7
(Анексин 5+ALL) + (7AAD+ ALL ) Лф 20,8 ± 5,3 55,2 ± 8,3* 27,1 ± 3,4#

Апоптоз лімфоцитів, індукований дексаметазоном у дозі 4,0 мкг/мл
Анексин 5+/7AAD− Лф 6,5 ± 2,6 32,2 ± 7,8* 11,9 ± 2,7#

Анексин 5+/7AAD+ Лф 4,8 ± 1,7 13,6 ± 3,9* 7,0 ± 2,0
Анексин 5−/7AAD+ Лф 11,4 ± 2,9 5,4 ± 1,7* 5,2 ± 1,6*
Анексин 5+ALL Лф 11,2 ± 4,2 45,7 ± 8,7* 18,8 ± 4,3#

7AAD+ ALL Лф 16,2 ± 3,5 19,0 ± 5,0 12,2 ± 2,5
(Анексин 5+ALL) + (7AAD+ ALL ) Лф 22,6 ± 4,9 51,2 ± 8,6* 24,0 ± 5,0#

Примітки: Анексин 5+/7AAD− Лф − лімфоцити з ранніми ознаками апоптозу; Анексин 5−/7AAD+ Лф − лімфоцити з пізніми ознаками апоптозу; 
Анексин 5+/7AAD+ Лф − лімфоцити з ранніми та пізніми ознаками апоптозу; Анексин 5 +ALL − усі лімфоцити з ранніми ознаками апоптозу; 7AAD 
+ ALL Лф − усі лімфоцити з пізніми ознаками апоптозу; (Анексин 5 +ALL) + (7AAD+ ALL ) сумарний показник апоптозу Лф;  * — різницю показника 
у порівнянні з референтними статистично підтверджено (p < 0,05); # — різницю показника у порівнянні з показником групи з контрольованою БА 
статистично підтверджено (p < 0,05).
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Примітки тут і на рис. 2–5:    — контрольована БА;  — неконтрольована БА; А5 +/7AAD–Лф — лімфоцити з ранніми ознаками апоптозу; 
А5 +/7AAD+Лф — лімфоцити з ранніми та пізніми ознаками апоптозу; А5-/7AAD+ Лф — лімфоцити з пізніми ознаками апоптозу; А5 + Лф усі — усі 
лімфоцити з ранніми ознаками апоптозу; 7AAD + Лф усі — усі лімфоцити з пізніми ознаками апоптозу; (А5 +)+ (7AAD+) Лф усі — лімфоцити з 
ознаками апоптозу; * — різницю показника у порівнянні з показником групи хворих з неконтрольованою БА статистично підтверджено (p < 0,05).

Рисунок 1. Частота підвищення апоптозу лімфоцитів, індукованого дексаметазоном, у %.
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Лф було зафіксовано також у 14 (63,6 %) пацієнтів 
при контрольованій БА та у 14 (43,8 %) випадків 
неконтрольованого перебігу хвороби (p < 0,05). Збіль-
шення сумарного показника пізнього апоптозу Лф, 
індукованого 4,0 мкг/мл дексаметазону, відбувалося у 
незначної й однакової кількості пацієнтів обох груп: 
відповідно у 4 (18,2 %) випадків при контрольованій 
БА й у 4 (12,5 %) випадках при неконтрольованій. 
Підвищення інтегральних показників апоптозу Лф, 
індукованого 4,0 мкг/мл дексаметазону, мало місце у 
14 (63,6 %) хворих на контрольовану БА та у 14 (43,8) % 
пацієнтів з неконтрольованою БА. 

Звертає на себе увагу те, що збільшення інтеграль-
них показників апоптозу Лф, індукованого як 0,4 мкг/
мл, так і 4,0 мкг/мл дексаметазону відбувалося, в 
основному, за рахунок посилення його ранніх етапів. 

Це знайшло своє підтвердження й при визначен-
ні виразності змін показників індукованого дексаме-
тазоном апоптозу Лф. Так, зростання частоти 
зростання практично усіх показників апоптозу Лф, 
індукованого 0,4 мкг/мл дексаметазону, при контро-
льованій БА було суттєво більшим, ніж у хворих з 
неконтрольованим перебігом хвороби (рис. 2): час-
тота підвищення показників апоптозу Лф з ранніми 
ознаками апоптозу у групі хворих на контрольовану 
БА зростала більше ніж у 2,5 разів (відповідно на 
289,6 % та 115,7 %; p < 0,05), з ранніми та пізніми 
ознаками апоптозу — у 3,2 рази (відповідно на 
262,4 % та на 80,8 %; p < 0,05), з пізніми ознаками 
апоптозу — у 30,4 рази (на 423,0 % та 13,9 %, відповід-

но; p < 0,05). Частота зростання сумарного показника 
раннього апоптозу Лф, індукованого дексаметазо-
ном, у цій групі хворих збільшувався на 204,8 %, у групі 
пацієнтів з неконтрольованою БА у 2,3 менше — всьо-
го на 88,6 %. Сумарний показник пізнього апоптозу 
зростав у 8,0 разів більше у пацієнтів з контрольова-
ним перебігом хвороби, ніж у пацієнтів з неконтро-
льованою БА – відповідно на 213,9 % і на 26,3 % (p < 
0,05). Частота збільшення інтегральних показників 
апоптозу Лф, індукованого дексаметазоном у дозуванні 
0,4 мкг/мл, складала відповідно 151,9 % при контро-
льованій БА і майже втричі менше при неконтрольо-
ваній (58,8 %; p < 0,05). 

Виразність підвищення усіх показників апоптозу 
Лф, індукованого дексаметазоном у дозі 4,0 мкг/мл, 
при контрольованій БА теж виявилася суттєво біль-
шою, ніж при неконтрольованій (рис. 2). Так, ранній 
апоптоз Лф у групі хворих на контрольовану БА 
збільшувалася в середньому на 247,9 %, а в групі 
пацієнтів з неконтрольованою БА — тільки на 
82,0 % (p < 0,05), що було майже у 3,0 рази меншим. 
Виразність збільшення сумарного показника пізньо-
го апоптозу Лф, індукованого цією дозою дексамета-
зону, при контрольованій БА сягала 145,0 %, а у 
пацієнтів з неконтрольованою БА всього 8,0 %. 
Виразність підвищення інтегральної кількості 
апоптичних Лф під впливом 4,0 мкг/мл дексаметазо-
ну при контрольованій БА дорівнювала 133,6 % і 
всього 37,1 % при неконтрольованому її перебігу 
(р < 0,05).

Рисунок 2. Виразність підвищення індукованого дексаметазоном апоптозу лімфоцитів у хворих з різною контрольованіс-

тю бронхіальної астми, у %.

Рисунок 3. Частота зменшення показників апоптозу лімфоцитів при застосуванні дексаметазону у хворих з різною 

контрольованістю бронхіальної астми, у %.   
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При визначенні частоти падіння значення у 
показниках апоптозу Лф при застосуванні 
0,4 мкг/мл дексаметазону, було з’ясовано, що воно 
мало місце у незначної кількості обстежених хворих 
на БА обох груп (рис. 3), а висока частота зменшен-
ня кількості Лф з пізніми ознаками апоптозу у паці-
єнтів з неконтрольованою БА (43,8 %) нівелювалася 
зменшенням вмісту Лф з ранніми та пізніми його 
ознаками у цій групі. Звертає на себе увагу те, що 
зниження апоптозу Лф при застосуванні для його 
індукції 0,4 мкг/мл дексаметазону при неконтрольо-
ваній БА було у 1,7 разів більш виразним, ніж при 
контрольованій (рис. 4), і складало 68,1 % (у порів-
нянні з 40,2 %; p < 0,05). Знижені показники ранньо-
го апоптозу Лф при застосуванні 4,0 мкг/мл дексаме-
тазону для його індукції були виявлені у третини 
пацієнтів з БА обох груп — відповідно у 6 (27,3 %) 
хворих на контрольовану БА та у 10 (31,3 %), з 
неконтрольованим її перебігом. Зменшення сумар-
них показників пізнього апоптозу Лф було встанов-
лено також у однакової кількості хворих цих групах: 
у 10 (45,0 %) пацієнтів з контрольованою БА та кож-
ного другого пацієнта при неконтрольований. 
Зниження інтегрального показника апоптозу Лф 
при його індукції дексаметазоном у дозі 4,0 мкг/мл 
було знайдено у 6 (27,3 %) хворих на контрольовану 
БА та у 12 (37,5 % пацієнтів з неконтрольованим 
перебігом хвороби. 

Вивчення виразності зменшення показників 
апоптозу під впливом 0,4 мкг/мл дексаметазону 
(рис. 4) продемонструвало достовірно більш суттєве 

зниження показників раннього апоптозу Лф при 
неконтрольованій БА (на 94,4 % у порівнянні з 
69,4 % при контрольованому перебігу хвороби; 
p < 0,05), пізнього (відповідно на 65,2 % при неконтр-
ольованій БА у порівнянні з 21,2 % при контрольо-
ваному її перебігу) та інтегрального апоптозу Лф (на 
68,1 % при неконтрольованій БА у порівнянні з 
40,2 % при контрольованому перебігу хвороби; 
p < 0,05). При застосуванні 4,0 мкг/мл дексаметазону 
виразність зниження сумарного показника ранньо-
го апоптозу Лф при неконтрольованій БА була втри-
чі більшою, ніж при контрольованій, тоді як міжгру-
пових відмінностей виразності зменшення сумарно-
го показника пізнього апоптозу Лф та інтегрального 
показника апоптозу Лф виявлено не було. 

Референтні рівні раннього апоптозу Лф при його 
індукції дексаметазоном у дозі 0,4 мкг/мл теж визна-
чалися частіше при неконтрольованій БА, ніж при 
контрольованій: відповідно у 50,0 % та 9,1 % випад-
ків (p < 0,05), тобто частіше у 5,5 рази (рис. 5). 
Референтні значення інтегрального показника 
апоптозу Лф, індукованого дексаметазоном у дозу-
ванні 0,4 мкг/мл, були встановлені у 50,0 % хворих 
на неконтрольовану БА і тільки у 27,3 % пацієнтів з 
контрольованим її перебігом (p < 0,05). Варто зазна-
чити, що референтні рівні сумарного показника 
раннього апоптозу Лф при його індукції 4,0 мкг/мл 
дексаметазону у групі хворих на контрольовану БА 
були зафіксовані у поодиноких випадках (9,1 %) і в 
3,4 рази частіше (у 31,3 %) у групі пацієнтів з 
неконтрольованим перебігом хвороби (p < 0,05). 
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Рисунок 5. Частота референтних рівнів апоптозу лімфоцитів, індукованого дексаметазоном, у хворих з різною контр-

ольованістю бронхіальної астми, у %.
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Частота референтних значень сумарного показника 
пізнього апоптозу відзначалася однаково часто у 
хворих обох груп (у 36,4 % та 37,5 %, відповідно). 
Референтні значення інтегрального показника 
апоптозу Лф при його індукції 4,0 мкг/мл дексамета-
зону мали місце у невеликої кількості пацієнтів обох 
груп (у 9,1 % та 18,8 %, відповідно). 

Вивчення залежності апоптозу Лф від дози дек-
саметазону, яким він індукувався, показало, що при 
збільшенні терапевтичної дози дексаметазону у 
10 разів посилення раннього апоптозу Лф відбува-
лося тільки у 36,4 % хворих на контрольовану БА та 
у 56,2 % хворих на БА з неконтрольованим її перебі-
гом (рис. 6). У 63,6 % хворих на контрольовану БА 
відбувалося послаблення індукції раннього апопто-
зу Лф та у 43,8 % з неконтрольованим перебігом 
хвороби. Посилення пізнього апоптозу Лф при 
збільшенні дози дексаметазону з 0,4 мкг/мл до 
4,0 мкг/мл мало місце у 45,5 % випадків при контро-
льованій БА та у 25,0 % при неконтрольованій. 
Збільшення інтегрального показника апоптозу Лф 
при 10-разовому зростанні дози дексаметазону від-
бувалося лише у 27,3 % пацієнтів з контрольованою 
БА, а у хворих на неконтрольований її перебіг — у 
68,8 % випадків (p < 0,05). У 72,7 % хворих на контр-
ольовану БА зафіксовано послаблення індукції 
апоптозу Лф при збільшенні дози дексаметазону з 
0,4 мкг/мл до 4,0 мкг/мл, що було у 2,3 рази часті-
шим, ніж при неконтрольованій БА (відповідно у 
31,3 % випадків; p < 0,05). Посилення апоптозу Лф 
при застосуванні для його індукції дексаметазону у 

дозі 4,0 мкг/мл у порівнянні з 0,4 мкг/мл у групі хво-
рих на неконтрольовану БА виявилося виразнішим 
у 12 разів, ніж у групі пацієнтів з контрольованим її 
перебігом (відповідно 451,0 % та 38,1 %; p < 0,05).

Отримані результати свідчать про те, що при 
контрольованій БА 72,7 % пацієнтів отримують мак-
симально ефективні дози ГКС, тому їх подальше 
збільшення не матиме позитивного ефекту, тоді як 
майже 2/3 хворих з неконтрольованою БА демон-
струють підвищення апоптозу Лф при збільшенні 
дози ГКС для його індукції, що є характерним для 
стероїдочутливих та стероїдозалежних пацієнтів. У 
кожного третього хворого на неконтрольовану БА 
збільшення дози ГКС не призводить до посилення 
апоптозу Лф, що може свідчити про стероїдорезис-
тентність і вважатися показанням до призначення 
таргетних препаратів.

Висновки
Продемонстровано підвищення у 2,8 рази серед-

нього значення інтегрального показника індукова-
ного дексаметазоном апоптозу Лф у групі хворих на 
контрольовану БА переважно за рахунок ранніх 
його етапів і відсутність цих змін у групі хворих з 
неконтрольованим перебігом хвороби. 

Визначено, що адаптаційне посилення апоптозу 
Лф, індукованого терапевтичною дозою дексамета-
зону (0,4 мкг/мл), відбувається у 54,5 % хворих на 
контрольовану БА в середньому на 151,9 %, тоді як 
при неконтрольованій БА воно має місце тільки у 
31,3 % хворих, а його виразність є у 2,6 рази меншою 
(58,8 %). 

Відсутність посилення апоптозу Лф, індуковано-
го даною дозою дексаметазону, виявлено у 45,5 % 
хворих на контрольовану БА та у 69,7 % хворих з її 
неконтрольованим перебігом, що може свідчити 
про наявність у них стероїдорезистентності. 

З›ясовано, що 10-разове збільшенні терапевтич-
ної дози дексаметазону у 72,7 % хворих на контро-
льовану БА не супроводжується посиленням апопто-
зу Лф, що може говорити про те, що вони отриму-
ють максимально ефективні дози ГКС, і тому їх 
подальше збільшення не є доцільним. У той же час 
майже 2/3 хворих на неконтрольовану БА демон-
струють підвищення апоптозу Лф при збільшенні 
дози ГКС для його індукції, що є характерним для 
стероїдочутливих та стероїдозалежних пацієнтів. 
Проте у кожного третього хворого на неконтрольо-
вану БА збільшення дози ГКС не призводить до 
посилення апоптозу Лф, що може свідчити про сте-
роїдорезистентність і вважатися показанням до 
призначення таргетних препаратів.
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Рисунок 6. Дозозалежність індукції дексаметазоном апоп-
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0,4 мкг/мл, відповідно.



62 ОРИГІНАЛЬНІ СТАТТІ

ASTHMA AND ALLERGY • 3 • 2020
ISSN 2307-3373 DOI: 10.31655/2307-3373-2020-3-55-64

THE FEATURES OF DEXAMETHASONE-INDUCED LYMPHOCYTE APOPTOSIS IN PATIENTS 
WITH DIFFERENT CONTROLLABILITY OF BRONCHIAL ASTHMA  
I. F. Illyinska, Y. I. Feshchenko, L. M. Kuryk Y. A. Matvienko, L. V. Arefyeva
Yanovsky National Institute Phthysiology and pulmonology NAMS of Ukraine, Kyiv, Ukraine

Abstract. The aim of this study was to investigate the characteristics of peripheral blood- lymphocyte (Lph) apoptosis 
induced by dexamethasone in patients with controlled and uncontrolled course of bronchial asthma (BA). Materials and 
research methods. 54 BA patients were examined, including 22 with controlled BA and 32 patients with uncontrolled BA. The 
control group was formed of 11 volunteers — individuals without clinical signs of infectious and somatic pathology (condi-
tionally healthy). The determination of Lph apoptosis induced by dexamethasone was carried out by 48-hour incubation of 
heparinized blood in RPMI medium with L-glutamine, HEPES (GIBCO) and gentamicin in the presence of 0.4 μg / ml and 
4.0 μg / ml of dexamethasone and T-cell mitogen – phytohemagglutinin, which was used to activate Lph. Apoptotic Lph were 
detected by their staining with Anexin-5 conjugated with fluorescein isothiocyanate and 7-amino-Actinomycin-D with 
sample cytometry followed. The percentage of lymphocytes with early, with early and late and late signs of apoptosis, the total 
indicators of early and late apoptosis, and the integral indicator of lymphocyte apoptosis were determined. Also, the fre-
quency and severity of these indicators changes (increase / decrease) were calculated. In order to study the dependence of 
Lph apoptosis on the dose of dexamethasone, the ratio of Lph apoptosis induced by 4.0 μg / ml and 0.4 μg / ml of dexa-
methasone was evaluated, and if this ratio was > 1.0 the increase of Lph apoptosis induction by elevated dexamethasone dose 
was determined and if this ratio was > 1 0, the absence / attenuation of higher then therapeutic dose of dexamethasone Lph 
apoptosis induction was determined. Results. A 2.8-fold increase of the average value of the integral indicator of Lph dexa-
methasone-induced apoptosis in the group of patients with controlled asthma was revealed mainly due to its early stages and 
the absence of these changes in the group of patients with an uncontrolled course of the disease was shown. It was demon-
strated that the adaptive enhancement of Lph apoptosis induced by a therapeutic dose of dexamethasone (0.4μg/ml) was 
occurred in 54.5 % of patients with controlled BA by an average of 151.9 %, whereas in uncontrolled BA it occurred only in 
31.3 % of patients, and its severity was in 2.6 times less (58.8 %). It was established that the absence of increased Lph apop-
tosis induced by this dexamethasone dose was found in 45.5 % patients with controlled asthma and in 69.7 % of patients with 
its uncontrolled course, which may indicate that they have steroid resistance. It was detected that a 10-fold increasing of the 
therapeutic dexamethasone dose in 72.7 % patients with controlled asthma is not accompanied by increasing of Lph apop-
tosis which suggests that they receive the most effective doses of glucocorticosteroids  (GCS), and therefore their further 
increase is not advisable. At the same time, near 2/3 of patient with uncontrolled BA demonstrate Lph apoptosis increasing 
with higher doses of GCS for its induction, which is typical for steroid-sensitive and steroid-dependent patients. Conclusions. 
In every third patient with an uncontrolled BA the increase of GCS dose does not lead  to increasing of Lph apoptosis that 
can testify to steroid resistance and be considered such an indication for the targeted drugs appointment.
Key words: bronchial asthma, controllability, dexamethasone-induced lymphocyte apoptosis.
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ОСОБЕННОСТИ ИНДУЦИРОВАННОГО ДЕКСАМЕТАЗОНОМ АПОПТОЗА ЛИМФОЦИТОВ 
У БОЛЬНЫХ БРОНХИАЛЬНОЙ АСТМОЙ С РАЗЛИЧНОЙ ЕЕ КОНТРОЛИРУЕМОСТЬЮ
И. Ф. Ильинская, Ю. И. Фещенко, Л. М. Курик, Ю. А. Матвиенко, Л. В. Арефьева
ГУ «Национальный институт фтизиатрии и пульмонологии им. Ф. Г. Яновского НАМН Украины», г. Киев, Украина

Резюме. Целью данного исследования было изучение особенностей индуцированного дексаметазоном апоптоза 
лимфоцитов (Лф) периферической крови у больных бронхиальной астмой (БА) с ее контролируемым и некон-
тролируемым течением. Материалы и методы исследований. Было обследовано 54 пациента, в т. ч. 22 лица с 
контролируемой БА и 32 больных с неконтролируемой БА. Контрольную группу было сформировано из 11 
волонтеров — лиц без клинических признаков инфекционной и соматической патологии (условно здоровых). 
Определение апоптоза Лф, индуцированного дексаметазоном, проводили путем 48 часовой инкубации гепарини-
зированной крови в питательной среде RPMI с L-глютамином, HEPES (GIBCO) и гентамицином в присутствии 0,4 
мкг / мл и 4,0 мкг / мл дексаметазона и Т-клеточного митогена — фитогемагглютинина, кото рым осуществляли 
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активацию Лф. Детекцию апоптических Лф проводили их окрашиванием Аннексином-5, конъюгированным с 
флюоресцеина изотиоцианатом, и 7-амино-Актиномицином-D с последующей цитометрией проб. Определяли 
процент Лф с ранними, с ранними и поздними признаками апоптоза, суммарные показатели раннего и позднего 
апоптоза и интегральный показатель апоптоза Лф. Также рассчитывали частоту и выраженность изменений этих 
показателей (повышение / снижение). Для изучения зависимости апоптоза Лф от дозы дексаметазона, оценивали 
соотношение показателей апоптоза Лф при его индукции 4,0 мкг/мл и 0,4 мкг/мл дексаметазона, и при соотноше-
нии > 1,0 определяли усиление индукции апоптоза Лф, а при соотношении > 1,0 определяли отсутствие / ослабле-
ние индукции апоптоза Лф при увеличении терапевтической дозы дексаметазона. Результаты. Было выявлено 
повышение в 2,8 раза среднего значения интегрального показателя индуцированного дексаметазоном апоптоза 
Лф в группе больных с контролируемой БА преимущественно за счет его ранних этапов и отсутствие этих изме-
нений в группе больных с неконтролируемым течением болезни. Продемонстрировано, что адаптационное уси-
ление апоптоза Лф, индуцированного терапевтической дозой дексаметазона (0,4 мкг / мл) происходило у 54,5 % 
больных с контролируемой БА в среднем на 151,9 %, тогда как при неконтролируемой БА оно имело место толь-
ко у 31,3 % больных, а его выраженность была в 2,6 раза меньшей (58,8 %). Установлено, что отсутствие усиления 
апоптоза Лф, индуцированного данной дозой дексаметазона, было обнаружено у 45,5 % больных с контролируе-
мой БА и у 69,7 % больных с ее неконтролируемым течением, что может свидетельствовать о наличии у них сте-
роидорезистентности. Установлено, что 10-кратное увеличение терапевтической дозы дексаметазона у 72,7 % 
больных с контролируемой БА не сопровождается усилением апоптоза Лф, что может говорить о том, что они 
получают максимально эффективные дозы ГКС, и поэтому их дальнейшее увеличение не является целесообраз-
ным. В то же время почти 2/3 больных с неконтролируемой БА демонстрируют повышение апоптоза Лф при 
увеличении дозы ГКС для его индукции, что характерно для стероидочувствительных и стероидозависимых 
пациентов. Выводы. У каждого третьего больного с неконтролируемой БА увеличение дозы ГКС не влечет усиле-
ния апоптоза Лф, что может свидетельствовать о стероидорезистентноти и считаться показанием к назначению 
таргетных препаратов.
Ключевые слова: бронхиальная астма, контролируемость, индуцированный дексаметазоном апоптоз лимфоци-
тов.
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